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　　[摘 　要 ]　目的 : 本研究目的是阐明血流剪切应力抑制血管内皮细胞凋亡的分子机制。方法 : 人脐静脉内皮
细胞 (HUVECs)培养于 DMEM , 当细胞融合时 ,转染 Smac基因 ,将细胞暴露于 20 dyne /cm2的剪切应力 ,分别测定
人类凋亡蛋白抑制剂 ( human inhibitor of apop tosis p rotein - 2, H IAP - 2) 蛋白表达及细胞凋亡蛋白酶 ( caspase - 3)
活性。结果 : 20 dyne /cm2的剪切应力抑制 caspase - 3活性的增加 ,此作用与剪切应力能够明显诱导内皮细胞产生
H IAP - 2蛋白表达明显增加有关。结论 : 证实生理水平剪切应力能够明显诱导内皮细胞产生 H IAP - 2蛋白的表
达 ,这可能是剪切应力抑制内皮细胞凋亡发挥抗动脉粥样硬化作用的机制之一。
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　　[ ABSTRACT] 　A IM : Lam inar shear stress at physiological level inhibits apop tosis of endothelial cells ( ECs) and
exerts a potent antiatheroclerotic effect. The aim of this study is to investigate the molecular mechanism s, that regulate
shear stress - mediated inhibition of apop tosis. M ETHOD S: Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were cul2
tured and passaged in DMEM. W hen the cells became confluent, they were transfected with Smac, then exposed to lam inar
shear stress at 20 dyne /cm2. The exp ression of the human inhibitor of apop tosis p rotein - 2 ( H IAP - 2 ) p rotein and
caspase - 3 activity were checked. RESUL TS: Caspase - 3 activity was decreased by lam inar shear stress of 20 dyne /cm2 ,
and this effect was partly related to the H IAP - 2 p rotein exp ression induced by shear stress. CO NCL US IO N: The p resent
study p rovides evidence that lam inar shear stress at physiological level induces significantly exp ression of H IAP - 2 mRNA
and p rotein. Up - regulation of H IAP - 2 may contribute to the potent antiatherosclerotic effect of shear stress by p reventing
ECs from apop tosis.
　　[ KEY WO RD S] 　Endothelial cells; Shear stress; Apop tosis
　　血流动力学因素 ,特别是剪切应力在动脉硬化
的发生中起着重要作用 [ 1, 2 ]。剪切应力通过刺激血
管内皮产生 NO /NO合成酶、转化生长因子 -β ( TGF
-β)、组织纤溶酶原激活因子 ( tissue p lasm inogen ac2
tivator, tPA )、锰过氧化物歧化酶 (Mn - SOD )等血管
活性物质调节内皮细胞及平滑肌细胞的功能及生
长 [ 3 ]。近年来的研究表明剪切应力还影响血管内皮
细胞的凋亡。体外实验表明 15及 30 dyn /cm2的剪
切应力能够抑制内皮细胞的凋亡 [ 4 ] ,但其作用的分
子机制至今尚未完全阐明。人类凋亡蛋白抑制剂
( inhibitors of apop tosis p rotein, IAP)是一个能够抑制
细胞凋亡的重要家族。在人体发现有 6种 IAP,它们
分别是 H IAP - 1、H IAP - 2、X IAP - 1、survivin, NA IP
- 1及 BRUCE[ 5 ] ,已有报道 H IAP - 1在内皮细胞中
有表达 [ 6 ]。我们发现剪切应力可诱导血管内皮细胞
表达 H IAP - 2 mRNA及蛋白 ,本研究将进一步验证内
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皮细胞表达 H IAP - 2所发挥的抑制细胞凋亡作用。
材 　料 　和 　方 　法
1　细胞培养
　　通过将 0105%胰蛋白酶及 0102% EDTA注入人
脐带静脉 , 37 ℃细胞培养箱中孵育 5 m in后 ,将洗出
液冲出并收集于 10 cm培养皿中 ,并置于细胞培养
箱中 ,培养液中含有 20%胎牛血清 , 100 1 mg/L碱性
纤维细胞生长因子。细胞融合后进行传代培养 ,分
离后的 HUVECS要用免疫组化方法鉴定 , CD34抗体
阳性后再进行实验。本实验使用 4 - 8代细胞。
2　剪切应力实验
　　首先将细胞转移到聚酯平板上培养 ,细胞融合






控制温度及 pH值。对照组细胞放入 CO2 培养箱 ,培
养条件与实验组相同。
3　Ca spa se - 3活性测定
　　采用试剂盒 ( Pharm ingen公司 )测定人脐带静脉
内皮细胞 caspase - 3活性。在我们先前的研究中发
现剪切应力诱导 H IAP - 2的表达 , H IAP - 2的作用
是通过抑制 caspase - 3活性抑制凋亡。 caspase - 3
是凋亡关键蛋白酶 ,所以 caspase - 3活性可以反映
细胞的生存状态。





pcDNA 311 ( - )上 ,由美国 Howard Hu8ghes Medical
Institute, University of Texas王晓东博士提供。使用
FuGENE 6基因转染试剂 (Roche公司 )。7μg DNA
用 352μL FuGENE 6试剂稀释 ,加入到内皮细胞进
行孵育 20 h,然后 ,被转染的细胞可进行试验或测
定。免疫组织化学染色显示 ,在转染 48 h 后 , Smac
阳性内皮细胞达到 64% ,具有较高的转染效率。
5　免疫沉降与 W estern blotting法
　　收集细胞 ,按常规提取蛋白质样品。用 Lorry法
定量 ,取 360μg蛋白进行免疫沉降。沉降方法用试
剂盒 IMMUNOcatature (CytoSignal)示范方法进行 ,最
后样品溶解于 40 μL 加样缓冲液中。制备 715%
SDS - PAGE胶 ,取 5μL加样 ,电泳后 ,按常规方法转
移到硝酸纤维素膜上。用小鼠抗人 H IAP - 2单克隆
抗体 (B75 - 1, Pharm ingen) 1∶200 稀释液孵育 1 h
(室温 )后 ,用 TBS液 5 m in ×4清洗后 ,用过氧化物
酶标记的第 Ⅱ抗体 1∶3 000稀释液孵育 1 h (室温 ) ,
清洗后 ,用 ECL试剂在 X光底片上显像。用密度扫
描仪测定条带的面积和灰度。
6　血管内皮细胞凋亡过程中 D NA 的变化测定
　　收集实验组和对照组的血管内皮细胞 ,按 M iao
等 [ 5 ]方法提取其 DNA ,并用 2 %琼脂糖凝胶电泳观
察 DNA 的变化。
7　统计学处理




1　血管内皮细胞凋亡过程中 D NA 的变化测定
　　伴随着血管内皮细胞凋亡过程的形态学变化 ,
细胞 DNA 发生了细胞凋亡所特有的片段化 ,可见典
型的 DNA 条带 (DNA ladder) , 3 为施加剪切力
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20 dyne /cm
2
, 18 h的结果 ,见图 2。
Fig 2　DNA change in the p rocess of apop tosis. 1: DNA mark2
er; 2: control group; 3: shear stress group.
图 2　HUVEC s凋亡过程中 D NA的变化
2　剪切应力对内皮细胞凋亡的抑制
　　采用在培养液中去除血清或 bFGF方法诱导
HUVECs凋亡。结果显示 (图 3) ,去除血清或 bFGF
后 ,未施加剪切应力 ( static)的 HUVECs出现了明显
的 caspase - 3 活性增加 ,分别为 38215 ±4511 和
34815 ±6917,剪切应力 ( shear)组分别为 7818 ±4416
和 7716 ±6513。Static组与 shear组比较 , caspase - 3
活性均有显著差异 ( P < 0101) ,说明 20 dyne /cm2 剪
切应力能完全抑制 caspase - 3活性增加。
3　剪切应力诱导的 H IAP - 2对 HUVEC s凋亡的
抑制
　　图 4A显示 HUVECs转染 Smac基因后 ,用 W est2
ern blotting法测定 Smac蛋白表达 ,结果证实 Smac
成功转染。图 4B 显示 , 转染 Smac 基因后 , 先
用抗 Smac抗体进行免疫沉降 ,然后用W estern blot2
ting法测定 H IAP - 2蛋白表达 ,结果施加剪切应力
的细胞表达了较多的 H IAP - 2蛋白 ,并且与 Smac结
合 ,抑制 caspase - 3的活性 ,进而抑制凋亡。那么 ,
我们需要了解剪切应力诱导的 H IAP - 2发挥多大程
度的抑制 caspase - 3的活性作用。图 4C显示在用
转染质粒载体 pcDNA 311 ( - )的对照组中 ,剪切应
力抑制了 caspase - 3 活性增加 ,其中 static 组为
22913 ±1012, shear组为 6114 ±917,有显著差异 ( P
< 0101) ,抑制率为 75%。而在转染含有 Smac质粒
pcDNA 311 ( - )的实验组中 ,剪切应力也抑制了
caspase - 3活性增加 ,其中 static组为 26615 ±919,
shear组为 13810 ±1314,差异显著 ( P < 0101) ,抑制
率为 51%。
Fig 3　Caspase - 3 activity determ ination ( n = 5). Control group
stands for that culture fluid containing 20% FCS and
5μg/L bFGF HUVECs is regarded as standard contrast.
Ac - DEVD - CHO is a caspase - 3 inhibitor regarded as
positive control.
图 3　人脐带静脉内皮细胞 ca spa se - 3活性
Fig 4　H IAP - 2 induced by shear stress inhibits apop tosis. A: Smac successful transfection is confirmed byW estern blotting methods;
B: H IAP - 2 is determ ined; C: caspase - 3 activity determ ination ( n = 5).
图 4　剪切应力诱导的 H IAP - 2对 HUVEC s凋亡的抑制
讨 　　论
　　 IAP家族最早在 baculoviruses中被发现 [ 7 ]。其
功能是在病毒复制时保持宿主细胞的成活。随后
IAP又在人体细胞中被发现 ,其功能是能够抑制由各
种刺激如抗 Fas抗体 [ 9 ]、TNF -α[ 10 ]、病毒感染、化疗
·56·
© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net
药物、紫外线照射 [ 11 ]等所引起的细胞凋亡。迄今为
止 ,研究结果表明 IAP 抑制凋亡的机制是抑制
caspase 3, 7和 9。Caspase家族是细胞凋亡中心的调
节物质。初始的 caspase (包括 caspase 8, 9, 10及 12)
与凋亡信号相偶联 ,一旦被激活 ,这些 caspases将进
一步激活下游的效应 caspase (包括 caspase 3, 6和 7
等 ) ,破坏细胞骨架及核蛋白 ,从而引起凋亡 [ 12, 13 ]。
Smac因子是王晓东等发现的线粒体产生的凋亡调节
因子 ,它的作用是在受到凋亡的刺激时有线粒体释
放到胞浆 ,与 IAPs结合 ,抑制 IAPs的作用 ,升高
caspase活性 ,促进凋亡的发生 [ 14 ]。
　　尽管血流剪切应力已经被证实能够抑制血管内
皮细胞凋亡 ,但其作用机制并未完全阐明。有文献
报道剪切应力能够增加抗凋亡因子 Bcl - XL 的表
达 [ 8 ] , Akt激酶活性增加等 [ 15 ]。本研究结果则提供
了另一个解释 ,即 H IAP - 2表达增加 ,是剪切应力抑
制内皮细胞凋亡的机制之一。本研究结果显示剪切
应力明显抑制由去除培养液中血清或 bFGF诱导的
caspase - 3 活性增加 ,而这种抑制作用部分受到
Smac的拮抗 ,表明剪切应力诱导内皮细胞产生的
H IAP - 2发挥了重要的抑制凋亡作用。由于内皮细
胞死亡可引起血栓形成及内皮通透性增加 ,甚至导
致动脉硬化斑块破裂。因此 ,血流剪切应力刺激内
皮细胞所产生的 H IAP - 2在抑制动脉硬化的形成及
发展中起着重要作用。
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